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ROLE	  OF	  HYPOXIA	  IN	  EXPRESSION	  AND	  LOCALIZATION	  OF	  CONNEXIN	  43	  ABSTRACT	  	   Connexin	  43	  (Cx43)	  is	  a	  gap	  junction	  protein	  that	  enables	  direct	  cell-­‐to-­‐cell	  communication	  in	  many	  tissues	  of	  the	  body	  and	  stressful	  environments	  such	  as	  injury	  and	  hypoxia	  affect	  its	  expression.	  In	  addition	  to	  affecting	  Cx43	  expression,	  hypoxia	  also	  retards	  wound-­‐healing	  rates.	  Using	  rat	  corneal	  organ	  cultures,	  this	  thesis	  aims	  to	  define	  hypoxia’s	  role	  in	  the	  expression	  and	  localization	  of	  Cx43	  in	  wounded	  corneas.	  Tissue	  samples	  were	  stained	  immunohistochemically	  at	  three	  different	  time	  points	  after	  injury,	  2.5	  hours,	  5	  hours,	  and	  18	  hours.	  It	  was	  determined	  that	  under	  hypoxic	  conditions,	  Cx43	  is	  more	  highly	  expressed	  than	  under	  normoxic	  conditions	  after	  injury.	  While	  Cx43	  expression	  follows	  the	  same	  spatial	  pattern	  throughout	  the	  healing	  process	  in	  the	  cornea	  under	  both	  normoxic	  and	  hypoxic	  conditions,	  the	  pattern	  is	  delayed	  under	  hypoxic	  conditions.	  These	  results	  provide	  a	  possible	  reason	  why	  wound	  closure	  is	  delayed	  in	  low	  oxygen	  environments.	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INTRODUCTION 
The	  Cornea	   	  The	  cornea	  is	  an	  avascular,	  highly	  innervated	  translucent	  tissue	  barrier	  between	  the	  external	  environment	  and	  the	  intraocular	  microenvironment.	  Corneal	  transparency	  provides	  two-­‐thirds	  of	  the	  eye’s	  refractive	  power	  enabling	  the	  focus	  of	  images	  on	  the	  retina.	  (Chi	  and	  Trinkaus-­‐Randall,	  2012;	  Trinkaus-­‐Randall,	  1997)	  In	  humans,	  the	  cornea	  is	  approximately	  12	  mm	  horizontally	  and	  about	  1mm	  thick.	  The	  thickness	  increases	  near	  the	  periphery	  where	  the	  cornea	  attaches	  to	  the	  opaque	  sclera	  via	  the	  corneoscleral	  limbus.	  (Zinn	  and	  Mockel-­‐Pohl,	  1973;	  DelMonte	  and	  Kim,	  2011;	  Rufer	  et	  al.,	  2005)	  	  The	  unique	  corneal	  structure	  provides	  a	  number	  of	  mechanisms	  to	  ensure	  it	  maintains	  homeostasis.	  There	  are	  three	  distinct	  compartments	  of	  the	  cornea,	  each	  separated	  by	  a	  basement	  membrane:	  the	  epithelium,	  the	  stroma,	  and	  the	  endothelium.	  The	  non-­‐keratinized	  pseudo-­‐stratified	  epithelium	  has	  4-­‐6	  layers	  of	  cells	  and	  represents	  10%	  of	  the	  cornea’s	  total	  thickness.	  The	  single	  layer	  of	  basal	  cells	  turns	  over	  every	  one	  to	  two	  weeks	  and	  migrates	  towards	  the	  more	  superficial	  layers	  for	  full	  epithelial	  turn	  over	  and	  rejuvenation.	  The	  top	  layer	  of	  epithelial	  cells	  is	  in	  immediate	  contact	  with	  the	  atmosphere	  and	  therefore	  has	  a	  central	  role	  in	  corneal	  homeostasis.	  First,	  it	  must	  create	  a	  strong	  barricade	  to	  protect	  the	  eye	  from	  noxious	  environmental	  elements	  and	  microorganisms.	  This	  is	  achieved	  by	  the	  superficial	  squamous	  cells	  adhering	  firmly	  to	  each	  other	  through	  tight	  junctions.	  (Ehlers,	  1970;	  Wiley	  et	  al.,	  1991)	  Secondly,	  it	  must	  control	  the	  diffusion	  of	  water	  and	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solutes	  from	  tear	  film	  that	  covers	  the	  epithelium.	  The	  tight	  junctions	  and	  glycoproteins	  that	  exist	  on	  the	  apical	  side	  of	  these	  cells	  achieve	  this	  goal.	  The	  glycoproteins	  interact	  with	  mucin	  secreted	  from	  goblet	  cells	  and	  reduce	  surface	  tension	  on	  the	  cornea.	  (Trinkaus-­‐Randall	  1997)	  The	  epithelium	  adheres	  to	  a	  basement	  membrane,	  Bowman’s	  layer,	  through	  hemidesmosomes.	  Posterior	  to	  Bowman’s	  layer	  is	  the	  stroma,	  which	  maintains	  the	  curvature	  of	  the	  cornea	  and	  is	  critical	  to	  the	  cornea’s	  refractive	  power.	  Keratocytes	  are	  the	  main	  cell	  type	  in	  the	  stroma	  and	  constitute	  10-­‐percent	  of	  its	  mass.	  (Trinkaus-­‐Randall,	  1997;	  Komai	  et	  al.,	  1991;	  Watsky	  1995)	  The	  keratocytes	  synthesize	  the	  extracellular	  matrix	  (ECM).	  The	  ECM	  consists	  of	  orthogonal	  sheets	  of	  type	  I	  and	  V	  collagen,	  also	  known	  as	  lamellae.	  (Meek	  and	  Boote,	  2004)	  Posterior	  to	  the	  stroma	  is	  another	  basement	  membrane,	  Descemet’s	  Membrane.	  (Jakus,	  1956)	  A	  single	  layer	  of	  endothelial	  cells	  adheres	  to	  the	  posterior	  surface	  of	  Desemet’s	  membrane.	  	  It	  mediates	  the	  transport	  of	  ions	  from	  the	  aqueous	  humor	  to	  the	  stroma	  and	  in	  doing	  so	  maintains	  hydration	  in	  the	  cornea	  and	  prevents	  swelling.	  (Tuft	  and	  Coster,	  1990)	  	  Under	  normal	  and	  stressful	  conditions,	  each	  compartment	  of	  the	  cornea	  communicates	  through	  gap	  junctions	  to	  maintain	  homeostasis.	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Figure	  1:	  Anatomy	  of	  the	  Eye	  (Wilson	  and	  Last,	  2004)	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figure	  2:	  Structure	  of	  the	  cornea	  (Wilson	  and	  Last,	  2004)	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Gap	  Junctions	  	   Gap	  junctions	  are	  aqueous	  pores	  that	  connect	  the	  plasma	  membranes	  of	  adjacent	  cells	  that	  are	  2-­‐4	  nm	  apart.	  (Mese	  et	  al.,	  2007)	  These	  pores	  are	  relatively	  non-­‐specific	  and	  permit	  the	  free	  passage	  of	  molecules	  with	  molecular	  weights	  below	  1	  kilodalton	  (kDa)	  from	  the	  cytosol	  of	  one	  cell	  directly	  into	  the	  cytosol	  of	  an	  adjacent	  cell,	  enabling	  the	  cells	  to	  communicate	  with	  one	  another	  through	  molecular	  signaling.	  This	  mode	  of	  transportation	  is	  known	  as	  gap-­‐junction	  mediated	  intercellular	  communication	  (GJIC)	  and	  is	  more	  efficient	  than	  the	  passive	  diffusion	  of	  molecules	  between	  cells.	  Commonly	  transported	  molecules	  include	  ions,	  amino	  acids,	  sugars,	  oxygen,	  and	  second	  messengers	  such	  as	  cAMP.	  (Gomes	  et	  al,	  2006;	  Ehrlich	  and	  Diez,	  2003;	  Kumar	  and	  Gilula,	  1996;	  Wright	  et	  al.,	  2009)	  	  
Individual	  proteins	  called	  connexins	  (Cx)	  form	  gap	  junctions.	  The	  connexins	  form	  hexameric	  aggregates,	  called	  connexons	  in	  the	  golgi	  apparatus	  that	  are	  then	  transported	  to	  the	  plasma	  membrane	  via	  microtubules.	  The	  connexons	  freely	  diffuse	  through	  the	  plasma	  membrane	  to	  form	  a	  hemi-­‐channel,	  which	  is	  an	  outlet	  for	  cells	  to	  disperse	  cytosolic	  molecules	  into,	  and	  communicate	  directly	  with,	  the	  extracellular	  space.	  (Laird	  et	  al.,	  1991;	  Shaw	  et	  al.,	  1997)	  Multiple	  connexons	  aggregate	  together	  at	  the	  plasma	  membrane	  to	  form	  gap	  junction	  plaques,	  which	  are	  stabilized	  by	  zona-­‐occluden	  scaffolding	  proteins.	  (Toyofuku	  et	  al.,	  2001;	  Kumar	  and	  Gilula,	  1996)	  When	  hemichannels	  from	  two	  adjacent	  cells	  couple	  a	  gap	  junction	  is	  formed.	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Connexins	  
There	  are	  twenty-­‐one	  different	  genes	  for	  connexins	  in	  the	  human	  genome.	  Tissues	  within	  the	  body	  differentially	  express	  these	  genes,	  allowing	  different	  tissues	  to	  express	  distinct	  connexin	  profiles.	  Members	  of	  the	  Cx	  family	  are	  distinguished	  by	  their	  molecular	  weight.	  For	  example,	  connexin-­‐43	  (Cx43)	  has	  a	  molecular	  weight	  of	  43	  kDa.	  Other	  connexin	  family	  members	  include	  Cx27,	  Cx32,	  Cx45,	  and	  Cx50	  but	  Cx43	  is	  the	  most	  common	  connexin	  in	  the	  body.	  While	  each	  connexin	  has	  a	  unique	  function,	  the	  most	  is	  known	  about	  Cx43	  and	  the	  focus	  of	  this	  thesis.	  (Giepmans	  et	  al.,	  2001;	  Márquez-­‐Rosado	  et	  al.,	  2012;	  Solan	  and	  Lampe,	  2005)	  
All	  connexins	  transverse	  the	  plasma	  membrane	  four	  times.	  They	  have	  two	  extracellular	  loops	  that	  can	  interact	  with	  connexons	  on	  an	  apposing	  cell	  membrane	  to	  form	  gap	  junctions,	  while	  the	  amino-­‐	  (n-­‐)	  and	  carboxy-­‐	  (c-­‐)	  termini	  are	  located	  intracellularly	  to	  bind	  and	  communicate	  with	  intracellular	  proteins.	  The	  amino-­‐terminal	  is	  highly	  conserved	  within	  all	  connexins,	  but	  the	  carboxy-­‐terminal	  is	  highly	  variable,	  and	  it	  is	  here	  that	  post-­‐translational	  modification	  occurs.	  (Mese	  et	  al.,	  2007;	  Delmar	  et	  al.,2004)	  	  
The	  most	  common	  post-­‐translational	  modification	  is	  phosphorylation.	  In	  connexin-­‐43,	  fourteen	  of	  the	  twenty-­‐one	  serines	  and	  two	  of	  the	  threonines	  on	  the	  155	  amino-­‐acid	  carboxy-­‐terminal	  can	  be	  phosphorylated.	  (Turner	  et	  al.,	  2004;	  Kanemitsu	  et	  al.,	  1997;	  Solan	  and	  Lampe,	  2005;	  Laird	  et	  al.,	  2005)	  Connexin-­‐43	  is	  a	  downstream	  target	  of	  many	  biochemical	  cascades	  and	  can	  be	  phosphorylated	  by	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multiple	  kinases.	  A	  perfunctory	  list	  includes	  mitogen-­‐activated	  protein	  kinase	  (MAP-­‐K),	  non-­‐receptor-­‐mediated	  tyrosine	  kinases,	  receptor-­‐mediated	  tyrosine	  kinases,	  protein	  kinase	  C	  (PKC),	  and	  casein	  kinase	  1.	  It	  can	  also	  be	  phosphorylated	  in	  response	  to	  epidermal	  growth	  factor	  (EGF),	  platelet-­‐derived	  growth	  factor	  (PDGF),	  and	  when	  cytosolic	  cyclic	  adenosine	  monophosphate	  (cAMP)	  levels	  increase.	  (Lampe	  and	  Lau,	  2004;	  Cooper	  and	  Lampe,	  2002)	  Protein	  phosphatase-­‐1	  (PP1)	  is	  known	  to	  commonly	  dephosphorylate	  the	  c-­‐terminal,	  but	  which	  residue(s)	  it	  acts	  on	  is	  unknown.	  (Duthe	  et	  al.,	  2001)	  
Phosphorylation	  and	  dephosphorylation	  dictate	  the	  life	  cycle	  of	  all	  connexins,	  which	  turn-­‐over	  every	  1	  to	  3	  hours.	  While	  it	  is	  generally	  believed	  that	  phosphorylation	  of	  the	  carboxy-­‐terminals	  promotes	  connexin	  assembly	  and	  stability,	  it	  is	  unknown	  which	  amino	  acids	  are	  specifically	  targeted	  during	  this	  process.	  (Laird	  et	  al.,	  1991;	  Wu	  et	  al.,	  2013)	  Phosphorylation	  of	  Cx43	  allows	  for	  synchronous	  contraction	  of	  cardiomyocytes	  in	  the	  heart	  and	  smooth	  muscle	  cells	  in	  the	  uterus	  during	  labor.	  (Kardami	  et	  al.,	  2007)	  
	  On	  the	  other	  hand,	  dephosphorylation	  is	  linked	  to	  connexin	  dissociation	  from	  the	  membrane	  and	  subsequent	  internalization.	  (Duffy	  et	  al.,	  2004;	  Li	  and	  Nagi,	  2000)	  It	  has	  been	  shown	  that	  phosphorylation	  patterns	  are	  dysregulated	  in	  tumorigenesis,	  and	  changes	  in	  connexin	  phosphorylation	  in	  the	  heart	  can	  cause	  arrhythmogenic	  right	  ventricular	  cardiomyopathy.	  (Solan	  et	  al.,	  2012;	  Lyon	  et	  al.,	  2014)	  	  
	  7 
Since	  connexins	  have	  a	  high	  turnover	  rate	  and	  are	  the	  downstream	  targets	  of	  so	  many	  cascades,	  they	  may	  act	  as	  first	  responders	  when	  environmental	  conditions	  acutely	  change.	  They	  have	  many	  functions	  that	  are	  not	  directly	  related	  to	  communication	  between	  cells	  whether	  they	  exist	  as	  a	  hemi-­‐channel	  to	  the	  extracellular	  space	  or	  a	  gap	  junction	  between	  cells.	  (Solan	  and	  Lampe,	  2005;	  Gourdie	  et	  al.,	  2006)	  As	  previously	  stated,	  hemichannels,	  but	  not	  gap	  junctions,	  provide	  a	  way	  for	  cells	  to	  communicate	  directly	  with	  its	  external	  environment.	  This	  communication	  can	  affect	  cell	  volume	  and	  cell	  survival	  pathways,	  as	  well	  as	  elicit	  different	  physiological	  responses	  by	  releasing	  ATP,	  glutamate,	  and	  nicotinamide	  adenine	  dinucleotide	  (NAD+)	  into	  the	  extracellular	  space.	  (Mese	  et	  al.,	  2006;	  Wright	  et	  al.,	  2009;	  Richard,	  2000)	  Connexins	  in	  gap	  junctions	  are	  able	  to	  regulate	  and	  affect	  cell	  growth,	  although	  whether	  they	  promote	  or	  hinder	  cell	  growth	  depends	  on	  the	  context.	  Lack	  of	  Cx43	  in	  fibroblasts	  leads	  to	  enhanced	  cell	  growth	  while	  lack	  of	  Cx43	  in	  astrocytes	  slowed	  cell	  growth.	  (Spanakis	  et	  al.,	  1998;	  Ehrlich	  and	  Diez,	  2003;	  Naus	  et	  al.,	  1997)	  Additionally,	  gap	  junctions	  can	  play	  a	  role	  in	  embryonic	  development,	  inflammatory	  responses,	  gene	  expression,	  and	  tumor	  suppression	  by	  expressing	  apoptotic	  signals.	  (Willecke	  et	  al.,	  2002;	  Kardami	  et	  al.,	  2007;	  Mehta	  et	  al.,	  1991;	  Turner	  et	  al.,	  2004)	  	  The	  location	  of	  Cx43	  expressed	  among	  different	  organs	  and	  tissues	  is	  well	  established.	  (Giepmans	  et	  al.,	  2001;	  Shaw	  et	  al.,	  2007)	  	  Cx43	  is	  found	  in	  the	  nervous	  system	  (in	  both	  astrocytes	  and	  endoneurial	  fibroblasts),	  the	  heart,	  endothelial	  tissue,	  epithelial	  tissue,	  smooth	  muscle,	  and	  fat	  tissue.	  (Márquez-­‐Rosado	  et	  al.,	  2012;	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Yeganah	  et	  al.,	  2012;	  Chandross	  et	  al.,	  1996;	  Solan	  et	  al.,	  2012)	  A	  recent	  study	  has	  also	  shown	  that	  Cx43	  is	  located	  on	  the	  inner	  mitochondrial	  membrane.	  (Boengler	  et	  al.,	  2013)	  	  	   Most	  pertinent	  to	  this	  study	  is	  that	  connexins	  are	  highly	  expressed	  in	  all	  compartments	  of	  the	  cornea	  as	  hemi-­‐channels	  and	  gap	  junctions.	  The	  basal	  cells	  in	  the	  corneal	  epithelium	  have	  a	  syncytial	  arrangement	  that	  enables	  gap	  junctions	  to	  form	  between	  neighboring	  cells.	  	  Using	  immunohistochemistry	  and	  dye	  tracer	  techniques,	  Matic	  et	  al.	  detected	  Cx43	  and	  Cx50	  in	  the	  basal	  and	  suprabasal	  layers	  of	  the	  corneal	  epithelium	  in	  rabbits.	  Cx43	  was	  found	  to	  exist	  exclusively	  in	  basal	  cells	  and	  proved	  to	  be	  a	  strong	  host	  of	  direct	  basal	  cell-­‐to-­‐cell	  communication.	  Cx50	  was	  localized	  in	  both	  the	  basal	  and	  suprabasal	  layers.	  Cx43	  hemi-­‐channels	  and	  Cx50	  hemi-­‐channels	  may	  connect,	  but	  they	  do	  not	  form	  a	  functional	  gap	  junction.	  Therefore,	  it	  was	  concluded	  that	  any	  direct	  cell-­‐to-­‐cell	  communication	  between	  layers	  of	  epithelium	  is	  due	  to	  Cx50	  expression.	  (Matic	  et	  al.,	  2007)	  	   Connexin43	  is	  also	  expressed	  in	  corneal	  stromal	  keratocytes.	  Gap	  junctions	  here	  allow	  nutritional	  elements,	  such	  as	  oxygen	  and	  glucose,	  to	  diffuse	  through	  the	  avascular	  stroma.	  (Watsky,	  1995;	  Cronly-­‐Dillon,	  1991;	  McCarey	  and	  Schmidt,	  1990)	  Stromal	  keratocytes	  are	  highly	  interconnected	  through	  gap	  junctions	  within	  a	  single	  lamellae,	  but	  interlamellar	  coupling	  does	  exist.	  (Watsky	  et	  al.,	  1995)	  Corneal	  endothelial	  cells	  also	  express	  connexins	  on	  their	  lateral	  membranes..	  (Trinkaus-­‐Randall,	  1997;	  Gomes	  et	  al,	  2006)	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Wound	  Healing	  in	  the	  Cornea	  	  Wound	  healing	  in	  the	  corneal	  epithelium	  is	  a	  biphasic	  process,	  beginning	  with	  a	  latent	  phase	  and	  ending	  with	  migration	  and	  stratification.	  The	  latent	  phase	  begins	  as	  soon	  as	  physical	  assault	  to	  the	  cornea	  occurs.	  During	  this	  phase	  there	  is	  desquamation	  of	  surface	  epithelial	  cells	  and	  suprabasal	  and	  basal	  cells	  actively	  reorganize.	  It	  has	  been	  determined	  that	  this	  phase	  must	  occur	  before	  the	  epithelium	  can	  begin	  to	  migrate	  over	  the	  wound	  bed.	  (Crosson	  et	  al,	  1986)	  	  	   During	  the	  migration	  and	  stratification	  phase,	  epithelial	  cells	  move	  as	  a	  sheet	  and	  migrate	  into	  the	  wound	  bed	  at	  64	  µm/hr.	  (Chi	  and	  Trinkaus-­‐Randall,	  2012;	  Crosson	  et	  al,	  1986)	  In	  small	  wounds,	  migration	  does	  not	  require	  mitosis,	  but	  the	  volume	  of	  epithelial	  cells	  does	  increase	  to	  cover	  more	  area	  along	  the	  basement	  membrane.	  At	  this	  time	  hemidesmosomes	  disassemble,	  the	  actin	  cytoskeleton	  reorganizes,	  and	  a	  number	  of	  proteins	  become	  either	  up	  or	  down	  regulated	  enabling	  the	  cells	  to	  extend	  lamellipodia	  and	  crawl	  along	  the	  basement	  membrane	  over	  the	  injured	  site.	  (Anderson,	  1977;	  Stepp	  et	  al.,	  1990;	  Buck,	  1979;	  Suzuki	  et	  al.,	  2003)	  	  It	  has	  been	  found	  through	  tracer	  dye	  studies	  that	  gap	  junctions	  remain	  coupled	  in	  the	  epithelium	  near	  the	  sclera	  and	  in	  the	  transitory	  zone	  where	  the	  epithelium	  transitions	  from	  a	  multilayer	  to	  a	  monolayer	  sheet.	  However,	  they	  are	  uncoupled	  between	  the	  migrating	  monolayer	  of	  cells.	  The	  reason	  for	  this	  is	  not	  entirely	  certain.	  Cytosolic	  calcium	  levels	  play	  an	  important	  role	  in	  the	  amplification	  of	  biochemical	  signals	  pertaining	  to	  migration	  and	  gap	  junctions	  may	  dysregulate	  the	  cytosolic	  concentrations.	  It	  is	  also	  possible	  that	  the	  reorganized	  cytoskeleton	  no	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longer	  scaffolds	  connexons	  to	  the	  plasma	  membrane,	  causing	  them	  to	  uncouple	  and	  internalize.	  	  (Matic	  et	  al.,	  2007)	  	  The	  leading	  edges	  of	  the	  wound	  margin	  migrate	  inward	  and	  stop	  when	  the	  monolayers	  contact	  each	  other	  in	  the	  middle	  of	  the	  wound	  bed.	  In	  1986,	  Zieske	  and	  Gipson	  found	  that	  the	  maximum	  rate	  of	  protein	  synthesis	  in	  a	  healing	  corneal	  epithelium	  occurs	  six	  hours	  before	  total	  re-­‐epithelialization.	  They	  hypothesized	  that	  the	  proteins	  are	  synthesized	  de	  novo	  and	  normally	  exist	  in	  unwounded	  corneal	  epithelia	  at	  low	  expression	  levels.	  After	  wound	  closure,	  proliferation	  is	  detected	  along	  with	  reformation	  of	  hemidesmosomes	  and	  a	  change	  in	  the	  expression	  of	  a	  number	  of	  proteins	  back	  to	  an	  unwounded	  state.	  (Lu	  et	  al.,	  2001;	  Gipson	  et	  al.,	  1989)	  	  The	  corneal	  stroma	  responds	  to	  changes	  in	  the	  epithelium.	  Even	  when	  Bowman’s	  layer	  is	  uninjured,	  as	  in	  an	  abrasion	  wound,	  the	  stromal	  tissue	  reacts	  to	  the	  epithelial	  damage.	  Factors	  diffuse	  between	  the	  epithelium	  and	  stroma	  and	  therefore	  disruptions	  in	  the	  epithelium	  affect	  stromal	  metabolism.	  (Dohlmann	  et	  al.,	  1968)	  After	  epithelial	  injury,	  anterior	  stromal	  keratocytes	  beneath	  the	  injured	  epithelium	  die.	  	  (Hanna	  et	  al.,	  1989,	  Wilson,	  1997)	  Apoptotic	  signals	  from	  the	  dying	  anterior	  keratocytes	  activate	  the	  posterior	  keratocytes	  to	  proliferate.	  The	  loss	  of	  GJIC	  promotes	  the	  expression	  of	  transforming	  growth	  factor-­‐beta,	  and	  causing	  the	  keratocytes	  to	  differentiate	  into	  fibroblasts	  and	  myofibroblasts.	  Together,	  the	  fibroblasts	  and	  myofibroblasts	  repopulate	  the	  apoptotic	  area	  through	  migration	  and	  secreted	  growth	  factors.	  (Spanakis	  et	  al.,	  1998;	  Zieske	  et	  al.,	  2001;	  Wilson,	  1997;	  Jester	  et	  al.,	  1999)	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As	  the	  posterior	  keratocytes	  respond	  to	  epithelial	  trauma,	  Cx43	  is	  up	  regulated	  and	  there	  is	  a	  four-­‐fold	  increase	  in	  gap-­‐junctions.	  (Gabbiani	  et	  al.,	  1978;	  Chandross	  et	  al.,	  1996)	  As	  the	  cells	  begin	  to	  migrate	  toward	  the	  wound	  bed	  they	  continue	  to	  express	  gap-­‐junctions,	  but	  at	  a	  lower	  level	  than	  stationary	  keratocytes.	  (Watsky,	  1995)	  Mehta	  et	  al.	  hypothesized	  that	  as	  the	  cell	  density	  under	  the	  wound	  margin	  increases	  with	  migrating	  cells,	  gap	  junctions	  form	  and	  promote	  signaling	  molecules	  that	  limit	  further	  proliferation	  and	  migration.	  (1991)	  As	  re-­‐epithelialization	  occurs,	  the	  keratocytes,	  fibroblasts	  and	  myofibroblasts	  populate	  the	  stroma	  at	  a	  higher	  density	  than	  what	  exists	  in	  an	  uninjured	  cornea.	  (Hanna	  et	  al.,	  1989;	  Zieske	  et	  al.,	  2001)	  After	  re-­‐epithelialization	  is	  complete,	  cells	  undergo	  apoptosis	  and	  the	  homeostatic	  stromal	  cell	  density	  returns.	  (Wilson	  et	  al.,	  1996)	  In	  2003,	  Ehrlich	  and	  Diez	  confirmed	  that	  GJIC	  plays	  a	  crucial	  role	  in	  wound	  healing	  when	  they	  coupled	  and	  uncoupled	  hemi-­‐channels	  in	  in	  vitro	  fibroblasts	  in	  a	  monolayer.	  When	  gap	  junctions	  were	  uncoupled	  with	  heptanol,	  fibroblast	  density	  increased	  due	  to	  enhanced	  proliferation,	  but	  migration	  occurred	  slowly.	  The	  amount	  of	  extracellular	  matrix	  deposited	  also	  decreased.	  When	  coupling	  between	  fibroblasts	  was	  augmented	  with	  lithium	  chloride,	  there	  was	  increased	  migration	  and	  deposition	  of	  connective	  tissue.	  A	  separate	  study	  found	  that	  when	  connexins	  are	  down	  regulated,	  keratocytes	  proliferate	  rapidly.	  (Mori	  et	  al.,	  2006)	  	  A	  recent	  study	  by	  Desforges	  et	  al.	  has	  provided	  a	  possible	  mechanism	  for	  this	  phenomenon.	  Quiescent	  cells	  have	  low	  levels	  of	  cytosolic	  polyamines,	  while	  proliferating	  cells	  have	  higher	  levels.	  GJIC	  near	  wound	  margins	  allows	  polyamine	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levels	  to	  rise	  in	  many	  cells	  very	  rapidly,	  enabling	  the	  cells	  to	  begin	  growing,	  proliferating,	  and	  migrating	  soon	  after	  injury.	  Furthermore,	  in	  a	  positive	  feedback	  manner	  polyamines	  promote	  GJIC	  by	  inducing	  microtubules	  to	  radiate	  towards	  cell	  membranes,	  allowing	  connexins	  to	  diffuse	  through	  the	  plasma	  membrane	  and	  create	  gap	  junction	  plaques.	  (Desforges	  et	  al.,	  2013)	  	  	  
Connexin-­‐43	  and	  Wound	  Healing	  As	  explained	  above,	  gap	  junctions	  play	  a	  general	  and	  critical	  role	  in	  wound	  healing.	  Cx43,	  however,	  has	  very	  specific	  and	  unique	  roles	  in	  wound	  healing	  throughout	  the	  body.	  This	  section	  will	  discuss	  Cx43’s	  roles	  in	  skin	  and	  the	  cornea.	  	  In	  skin,	  connexin-­‐43	  is	  expressed	  in	  proliferating	  epidermal	  basal	  cells,	  dermal	  fibroblasts,	  hair	  follicles,	  and	  smooth-­‐muscle	  cells	  found	  in	  blood	  vessels.	  For	  the	  first	  2-­‐24	  hours	  after	  a	  wound	  its	  expression	  is	  very	  plastic.	  (Coutinho	  et	  al.,	  2003)	  Two	  hours	  post-­‐wounding	  Cx43	  is	  down	  regulated	  everywhere	  in	  the	  epidermis	  for	  2-­‐7	  days	  except	  in	  proliferating	  keratocytes	  and	  activated	  immune	  cells.	  Cx43	  is	  not	  up	  regulated	  until	  granulation	  tissue	  forms	  and	  the	  dermis	  begins	  proliferating.	  In	  the	  dermis,	  however,	  Cx43	  is	  continuously	  expressed	  and	  possibly	  even	  up	  regulated	  in	  fibroblasts,	  endothelial	  cells,	  and	  smooth	  muscle	  cells	  in	  vascular	  walls.	  (Goliger	  and	  Paul,	  1995;	  Qui	  et	  al.,	  2003)	  It	  has	  been	  determined	  that	  continued	  downregulation	  of	  Cx43	  beyond	  the	  first	  2-­‐7	  days	  of	  wound	  healing	  in	  the	  epidermis	  increases	  the	  rate	  of	  wound	  closure.	  When	  antisense	  oligodeoxynucleotides	  (AS	  ODN)	  knockdown	  the	  expression	  of	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Cx43,	  there	  is	  less	  inflammation	  both	  macroscopically	  and	  microscopically	  and	  less	  distorted	  scars.	  	  (Qui	  et	  al.,	  2003;	  Mori	  et	  al.,	  2006)	  It	  has	  also	  been	  found	  that	  fibroblasts	  in	  the	  skin	  migrate	  more	  rapidly	  in	  the	  presence	  of	  Cx43	  mimetic	  peptides,	  which	  prevent	  Cx43	  from	  docking	  at	  the	  plasma	  membrane.	  (Wright	  et	  al.,	  2009)	  Along	  the	  same	  lines,	  it	  has	  been	  found	  that	  diabetic	  rats,	  who	  exhibit	  slower	  wound	  closure	  than	  non-­‐diabetic	  rats,	  express	  higher	  levels	  of	  Cx43.	  When	  the	  diabetic	  rates	  were	  treated	  with	  Cx43	  AS	  ODN,	  their	  rate	  of	  re-­‐epithelialization	  doubled	  and	  the	  rate	  of	  wound	  closure	  exceeded	  the	  control.	  (Wang	  et	  al.,	  2007)	  However,	  the	  downregulation	  of	  other	  connexins	  does	  not	  have	  the	  same	  effect	  on	  the	  rate	  of	  wound	  healing.	  (Ehrlich	  and	  Diez,	  2003)	  	  	   Cx43	  is	  downregulated	  everywhere	  in	  the	  corneal	  epithelium	  after	  injury.	  It	  is	  not	  detected	  until	  the	  migrating	  epithelial	  monolayer	  fully	  covers	  the	  wound	  bed	  and	  makes	  contact	  with	  epithelial	  cells	  from	  the	  opposing	  side	  of	  the	  wound,	  approximately	  24	  hours	  after	  injury.	  The	  gap	  junctions	  present	  in	  healing	  corneal	  epithelia	  discussed	  previously	  are	  due	  to	  Cx50,	  not	  Cx43.	  (Matic	  et	  al.,	  2007)	  	   The	  expression	  of	  Cx43	  in	  the	  stroma	  is	  very	  similar	  to	  that	  of	  the	  epidermis	  during	  wound	  healing.	  Due	  to	  the	  keratocytic	  apoptosis,	  Cx43	  is	  no	  longer	  present	  in	  the	  stroma	  directly	  beneath	  the	  wound	  epithelium.	  As	  previously	  stated,	  apoptosis	  signals	  tell	  posterior	  keratocytes	  that	  they	  need	  to	  proliferate,	  migrate,	  and	  differentiate.	  Around	  the	  same	  time	  the	  re-­‐epithelialization	  reaches	  completion,	  Cx43	  reappears	  in	  the	  stroma	  and	  prevents	  fibrosis.	  (Spanakis	  et	  al.,	  1998;	  Gabbiani	  et	  al.,	  1978)	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Hypoxia	  and	  Wound	  Healing	  Atmospheric	  oxygen	  levels	  (~21%)	  are	  imperative	  for	  normal	  cellular	  processing,	  such	  as	  matrix	  synthesis,	  metabolism,	  signaling	  cascades,	  migration,	  and	  proliferation.	  It	  is	  widely	  accepted	  that	  normal	  oxygen	  levels	  promote	  proper	  wound	  healing	  while	  hypoxic	  (oxygen	  levels	  <15%)	  conditions	  are	  detrimental	  to	  physiological	  homeostasis	  and	  wound	  healing.	  (Roscoe	  and	  Hill,	  1980;	  Kulkarni	  et	  al.,	  2007)	  Hypoxia	  increases	  the	  time	  it	  takes	  for	  wounds	  to	  heal	  and	  less	  granulation	  tissue	  forms.	  (Schreml	  et	  al.,	  2010;	  Chi	  and	  Trinkaus-­‐Randall,	  2013;	  Sano	  et	  al.,	  2012)	  Additionally,	  it	  has	  recently	  been	  found	  that	  hypoxia	  abrogates	  calcium	  mobilization	  in	  injured	  corneal	  epithelial	  cells,	  an	  important	  ion	  in	  GJIC	  and	  wound	  healing,	  perhaps	  by	  altering	  gap	  junction	  functionality.	  (Lee,	  2013)	  	   When	  exposed	  to	  hypoxic	  environments,	  cells	  first	  switch	  from	  aerobic	  to	  anaerobic	  metabolism.	  Cells	  actively	  begin	  secreting	  chemokines,	  immunoglobulin-­‐A,	  and	  serum	  albumin,	  and	  neutrophils	  are	  recruited,	  all	  of	  which	  induce	  inflammation.	  (Dang	  and	  Semenza,	  1999)	  	  	   Low-­‐oxygen	  environments	  promote	  the	  expression	  of	  hypoxia-­‐induced-­‐factors	  (HIFs),	  which	  are	  DNA-­‐binding	  proteins	  that	  control	  the	  expression	  of	  genes	  involved	  in	  maintaining	  homeostasis	  under	  hypoxic	  conditions.	  Under	  the	  influence	  of	  HIF,	  Polo-­‐like-­‐kinase	  (PLK),	  a	  protein	  that	  helps	  control	  the	  cell	  life	  cycle,	  is	  no	  longer	  expressed	  and	  mitosis	  halts.	  (Lu	  et	  al.,	  2010)	  HIF	  promotes	  the	  expression	  of	  vascular	  endothelial	  growth	  factor-­‐A	  (VEGF-­‐A),	  which	  signals	  new	  blood	  vessels	  to	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form	  and	  pervade	  the	  area	  lacking	  in	  oxygen.	  As	  discussed	  later,	  this	  may	  or	  may	  not	  be	  beneficial	  to	  the	  tissue.	  (Brahimi-­‐Horn	  and	  Pouysségur,	  2007)	  	  
	  
Hypoxia	  and	  the	  Cornea	  
	   It	  is	  not	  uncommon	  for	  the	  corneal	  environment	  to	  be	  hypoxic.	  When	  sleeping	  or	  wearing	  contacts,	  oxygen	  levels	  are	  reduced	  to	  approximately	  8%.	  Carbon	  dioxide	  levels	  rise	  and	  the	  microenvironment	  becomes	  acidic.	  It	  has	  been	  shown	  that	  at	  8.55%	  oxygen,	  there	  are	  significant	  physiological	  changes	  in	  the	  cornea.	  Columnar	  basal	  cells	  shift	  to	  a	  cuboidal	  shape,	  and	  over	  time	  there	  are	  fewer	  layers	  of	  epithelial	  cells.	  The	  tight	  junctions	  that	  create	  the	  strong	  barrier	  between	  the	  eye	  and	  external	  environment	  break	  down,	  leaving	  the	  cornea	  vulnerable	  to	  outside	  insults	  and	  pathogens.	  Hemidesmosomes	  dissociate	  and	  the	  epithelium	  adheres	  less	  tightly	  to	  the	  basement	  membrane.	  The	  thickness	  of	  the	  cornea	  also	  increases	  due	  to	  edema.	  (Teranishi	  et	  al.,	  2008;	  Liesegang,	  2002;	  Madigan	  and	  Holden,	  1992;	  Mauger	  and	  Hill,	  1992)	  	  The	  rapid	  eye	  movements	  (REM)	  and	  the	  occasional	  eye	  openings	  during	  sleep	  cycles	  attenuate	  the	  effects	  of	  hypoxia	  so	  that	  corneal	  swelling	  dissipates	  within	  an	  hour	  following	  wake.	  (Morgan	  et	  al.,	  2010)	  Extended	  contact	  wear,	  however,	  can	  be	  problematic	  and	  cause	  ongoing	  pathological	  problems.	  Hypoxia	  can	  induce	  angiogenesis,	  which	  would	  have	  an	  adverse	  effect	  on	  the	  transparency	  of	  the	  cornea,	  preventing	  clear	  eyesight	  and	  in	  severe	  cases	  loss	  of	  vision.	  (Brahimi-­‐Horn	  and	  Pouysséguy,	  2007;	  Lu	  et	  al.,	  2010;	  Sano	  et	  al.,	  2012;	  Papas,	  2003)	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Hypoxia	  and	  Connexin-­‐43	  Corneal	  wound	  repair	  requires	  a	  coordinated	  action	  of	  corneal	  epithelial	  and	  stromal	  cells	  to	  migrate	  and	  close	  the	  wound.	  Cx43	  expression	  must	  be	  down	  regulated	  for	  migration	  and	  up	  regulated	  when	  the	  wound	  is	  closed	  to	  stabilize	  the	  corneal	  epithelium.	  Since	  hypoxia	  diminishes	  the	  efficiency	  of	  wound	  repair,	  there	  is	  a	  possibility	  that	  hypoxia	  is	  altering	  the	  required	  down	  regulation	  of	  Cx43	  in	  corneal	  wound	  healing.	  	  The	  possibility	  of	  hypoxia	  affecting	  wound	  repair	  through	  Cx43	  expression	  is	  seen	  in	  cardiac	  and	  CNS	  ischemia	  and	  reperfusion	  injuries.	  	   It	  has	  been	  found	  that	  Cx43	  hemi-­‐channels	  remain	  open	  during	  ischemia	  in	  cardiomyocytes	  and	  seem	  to	  promote	  cell	  injury	  during	  reperfusion.	  (Shintani-­‐Ishida	  et	  al.,	  2007;	  Panguluri	  et	  al.,	  2013)	  When	  Cx43	  is	  inhibited,	  there	  is	  less	  cellular	  swelling	  and	  apoptosis	  during	  reperfusion.	  (Wang	  et	  al.,	  2013)	  Cx43	  becomes	  more	  phosphorylated	  during	  ischemia	  and	  then	  dephosphorylated	  during	  reperfusion.	  It	  is	  believed	  that	  the	  mechanism	  for	  phosphorylation	  includes	  MAPK	  and	  that	  the	  dephosphorylation	  results	  from	  protein	  phosphatase-­‐1	  (PP1).	  Which	  amino	  acids	  on	  the	  Cx43	  carboxy-­‐terminal	  are	  specifically	  targeted	  is	  unknown.	  (Turner	  et	  al.,	  2004;	  Jeyaraman	  et	  al.,	  2003;	  Wang	  et	  al.,	  2013)	  	  It	  has	  also	  been	  determined	  that	  Cx43	  gets	  upregulated	  in	  the	  neocortex	  of	  the	  brain	  during	  ischemia.	  (Montoro	  and	  Yuste,	  2004)	  A	  possible	  explanation	  for	  this	  comes	  from	  Desforges	  et	  al.,	  who	  suggest	  that	  as	  polyamines	  flow	  through	  gap	  junctions,	  they	  coordinate	  cells’	  responses	  to	  oxidative	  stress	  by	  regulating	  the	  formation	  of	  stress	  granules.	  (2013)	  Another	  possible	  reason	  Cx43	  continues	  to	  be	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synthesized	  (and	  upregulated)	  in	  hypoxic	  conditions	  is	  because	  it	  resides	  on	  the	  inner-­‐mitochondrial	  membrane	  and	  affects	  oxygen	  consumption	  in	  the	  mitochondria.	  When	  Cx43	  is	  inhibited	  less	  potassium	  enters	  the	  mitochondria,	  leading	  to	  reduced	  oxygen	  uptake.	  (Boengler	  et	  al.,	  2003)	  It	  is	  thus	  feasible	  that	  up	  regulated	  Cx43	  expression	  is	  the	  cause	  of	  delayed	  wound	  closure	  in	  the	  cornea	  under	  hypoxic	  conditions.	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THESIS OBJECTIVES 	   The	  objective	  of	  this	  thesis	  is	  to	  investigate	  how	  hypoxic	  conditions	  affect	  the	  expression	  and	  localization	  of	  Cx43	  in	  both	  wounded	  and	  unwounded	  corneas	  using	  a	  rat	  corneal	  organ	  culture	  model.	  It	  is	  well	  known	  that	  hypoxia	  retards	  the	  healing	  process	  and	  that	  Cx43	  plays	  specific	  roles	  in	  wound	  healing.	  If	  hypoxia	  affects	  the	  expression	  and	  localization	  of	  Cx43,	  it	  may	  illuminate	  a	  possible	  mechanism	  for	  the	  observed	  slower	  rates	  of	  wound	  healing	  under	  low-­‐oxygen	  conditions.	  	  Specific	  aims	  include:	  1. To	  elucidate	  the	  role	  of	  hypoxia	  in	  localizing	  the	  expression	  of	  Cx43	  in	  an	  unwounded	  rat	  corneal	  organ	  culture	  2. To	  investigate	  the	  role	  of	  hypoxia	  in	  localizing	  the	  expression	  of	  Cx43	  throughout	  a	  wounded	  rat	  corneal	  organ	  culture	  in	  different	  stages	  of	  the	  healing	  process	  3. To	  compare	  the	  localization	  and	  expression	  of	  Cx43	  throughout	  a	  wounded	  rat	  corneal	  organ	  culture	  in	  different	  stages	  of	  the	  healing	  process	  between	  normoxic	  and	  hypoxic	  conditions.	  	  	   The	  findings	  can	  be	  applied	  to	  patients	  who	  experience	  prolonged	  hypoxic	  conditions	  and	  corneal	  debridement	  during	  such	  situations	  as	  sleep	  or	  extended	  contact	  lens	  wear.
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METHODS 
Materials	  and	  Reagents	  
1. Ex	  Vivo	  Organ	  Culture	  Adult	  Sprague-­‐Dawley	  rats	  were	  purchased	  from	  Charles	  River	  Laboratories	  	  (Wilmington,	  Ma).	  35	  mm2	  and	  100mm2	  polystyrene	  culture	  dishes	  came	  from	  Corning	  Life	  Sciences,	  Inc.	  (Lowell,	  Ma).	  A	  Milli-­‐Q	  water	  purifier	  came	  from	  EMD	  Millipore	  (Billerica,	  Ma).	  Delbecco’s	  Modified	  Eagle	  Medium	  (DMEM),	  100	  µ/ml	  penicillin/streptomycin,	  100x	  MEM-­‐non-­‐essential	  amino	  acids,	  and	  phosphate	  buffered	  saline	  (PBS)	  were	  all	  purchased	  from	  Cellgro/Mediatech	  Inc.	  (Manassas,	  Va).	  HEPES	  buffer	  reagents	  and	  agar	  were	  acquired	  from	  Sigma-­‐Aldrich	  (Saint	  Louis,	  Mo).	  Sodium	  Azide	  was	  purchased	  from	  American	  Bioanalytical	  (Natick,	  MA).	  	  
2. Immunohistochemistry	  96-­‐well	  plates	  were	  purchased	  from	  Corning	  Life	  Sciences,	  Inc	  (Lowell,	  Ma).	  	  Superfrost	  plus	  microscope	  slides,	  22	  mm	  microscope	  cover	  glass,	  and	  paraformaldehyde	  (PFA)	  came	  from	  Thermo	  Fisher	  Scientific	  (Tewksbury,	  Ma).	  A	  shaker,	  called	  The	  Belly	  Dancer,	  was	  purchased	  from	  Stovall	  Life	  Scientific	  Inc.	  (Greensboro,	  Nc).	  Triton-­‐X-­‐100	  reagent	  was	  purchased	  from	  Sigma	  Aldrich	  (Saint	  Louis,	  Mo).	  Bovine	  serum	  albumin	  (BSA)	  was	  acquired	  from	  Americal	  Bioanalytics	  (Natick,	  Ma).	  Phosphate	  buffered	  saline	  (PBS)	  came	  from	  Cellgro/Mediatech,	  Inc.	  (Manassas,	  Va).	  The	  primary	  antibody	  used,	  Connexin	  43	  (H-­‐150),	  is	  a	  rabbit	  polyclonal	  IgG	  (200	  µg/ml)	  and	  was	  ordered	  from	  Santa	  Cruz	  Biotechnologies	  
	  20 
(Santa	  Cruz,	  Ca).	  The	  conjugated	  secondary	  antibody	  AlexaFluor	  488	  and	  rhodamine	  phalloidin	  came	  from	  Invitrogen	  (Carlsbad,	  Ca).	  Vectashield	  Mounting	  Medium	  for	  Fluorescence	  with	  DAPI	  was	  purchased	  from	  Vector	  Laboratories,	  Inc.	  (Burlingame,	  Ca).	  Parafilm	  was	  acquired	  from	  American	  National	  Can	  (Neenah,	  Wi).	  Tin	  foil	  and	  nail	  polish	  were	  purchased	  at	  a	  local	  drug	  store.	  	  	  
3. Confocal	  Imaging	  Both	  the	  700	  LSM	  and	  Axiovert	  200M	  laser	  scanning	  microscopes	  were	  purchased	  from	  Zeiss	  (Thornwood,	  NJ).	  	  The	  accompanying	  computer	  software,	  LSM	  510	  and	  Zen,	  also	  came	  from	  Zeiss.	  Analysis	  of	  data	  was	  performed	  using	  FIJI	  (FIJI	  is	  
just	  ImageJ)	  and	  Excel.	  	  	  
Methods:	  	  	  
1. Ex	  Vivo	  Corneal	  Culture	  	  The	  adult	  Spraque-­‐Dawley	  rats	  were	  decapitated	  according	  to	  the	  Boston	  University	  School	  of	  Medicine	  IACUC	  protocol.	  Central	  corneal	  wounds	  were	  demarcated	  by	  hand	  with	  a	  3mm	  trephine	  and	  then	  a	  blade	  was	  used	  to	  debride	  the	  epithelium	  while	  leaving	  the	  basement	  membrane	  intact.	  At	  this	  point,	  the	  eyes	  were	  removed	  and	  placed	  in	  DMEM	  containing	  20mM	  HEPES.	  	  The	  DMEM	  contained	  1	  g/ml	  glucose,	  and	  1%	  penicillin/streptomycin.	  The	  lens	  and	  iris	  were	  removed	  with	  forceps,	  leaving	  the	  cornea	  isolated	  with	  its	  scleral	  rim	  intact.	  The	  concave	  side	  (endothelial	  side	  up)	  of	  the	  cornea	  was	  filled	  with	  an	  agar/DMEM	  mix	  and	  allowed	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to	  solidify.	  The	  cornea	  was	  inverted	  and	  placed	  with	  the	  epithelial	  side	  face	  up	  on	  a	  cell	  culture	  dish.	  	  The	  agar	  solution	  was	  1.5%	  of	  weight/volume	  low-­‐melt	  agar	  in	  autoclaved	  MilliQ	  water,	  mixed	  1:1	  with	  warm	  DMEM.	  DMEM	  alone	  was	  added	  to	  cover	  the	  sclera	  but	  the	  anterior	  cornea	  was	  left	  exposed	  to	  air.	  The	  corneas	  were	  then	  placed	  in	  experimental	  conditions,	  either	  reincubation	  in	  the	  normoxic	  chamber	  or	  incubation	  in	  a	  hypoxic	  chamber	  for	  set	  periods	  of	  time.	  The	  organ	  cultures	  were	  then	  fixed	  with	  4%	  paraformaldehyde	  for	  20	  minutes	  at	  room	  temperature	  and	  then	  placed	  in	  PBS	  at	  4˚C.	  If	  the	  tissue	  was	  in	  PBS	  for	  longer	  than	  48	  hours,	  0.01%	  NaN3	  was	  added	  to	  prevent	  bacterial	  growth.	  	  
2. Immunohistochemistry	  Immunohistochemical	  staining	  was	  used	  to	  detect	  connexin-­‐43	  (Cx43)	  in	  the	  ex	  	  vivo	  rat	  corneas.	  The	  staining	  was	  a	  two-­‐day	  process,	  beginning	  with	  PBS	  washes.	  The	  samples	  were	  washed	  four	  times	  with	  PBS;	  during	  the	  third	  and	  fourth	  washes,	  the	  samples	  were	  placed	  on	  a	  shaker	  and	  shaken	  slowly	  for	  five	  minutes.	  Then	  the	  samples	  were	  permeabilized	  with	  a	  0.01%	  Triton-­‐x-­‐100	  solution.	  For	  detection	  of	  Cx43,	  we	  found	  that	  corneas	  needed	  to	  be	  permeabillized	  for	  ten	  minutes.	  The	  samples	  were	  washed	  four	  times	  with	  PBS	  with	  the	  third	  and	  fourth	  washes	  on	  a	  shaker.	  Next	  the	  specimens	  were	  blocked	  with	  4%	  BSA/PBS	  for	  an	  hour	  at	  room	  temperature.	  Blocking	  ensured	  that	  the	  primary	  antibody	  bound	  specifically.	  Immediately	  after	  the	  samples	  were	  taken	  out	  of	  4%BSA/PBS,	  they	  were	  incubated	  in	  the	  presence	  of	  the	  Cx43	  primary	  antibody	  at	  a	  1:100	  dilution	  in	  a	  1%	  BSA/PBS	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solution	  overnight	  at	  4˚C.	  Negative	  control	  samples	  were	  kept	  in	  4%	  BSA.	  Parafilm	  covered	  the	  culture	  plates	  overnight	  to	  prevent	  the	  samples	  from	  drying	  out.	  	   The	  primary	  antibody	  was	  removed;	  the	  tissues	  and	  samplers	  were	  subjected	  to	  four	  washes	  of	  PBS,	  with	  the	  second	  two	  washes	  on	  a	  shaker	  for	  five	  minutes	  to	  wash	  off	  any	  excess	  primary	  antibody	  that	  did	  not	  bind	  to	  the	  samples.	  The	  specimens	  were	  then	  blocked	  in	  4%	  BSA/PBS	  for	  an	  hour	  at	  room	  temperature.	  The	  4%	  BSA/PBS	  solution	  was	  aspirated	  out	  of	  dishes	  and	  the	  samples	  were	  incubated	  with	  the	  secondary	  antibody,	  Alexafluor-­‐488	  Goat-­‐anti-­‐Rabbit,	  at	  a	  1:100	  dilution	  in	  a	  1%	  BSA/PBS	  solution	  and	  covered	  with	  aluminum	  foil	  for	  an	  hour.	  Any	  excess	  antibody	  that	  did	  not	  bind	  was	  then	  removed	  during	  another	  four	  PBS	  washes.	  Aluminum	  foil	  covered	  the	  culture	  plates	  during	  these	  washes	  to	  prevent	  the	  conjugated	  secondary	  antibodies	  from	  fading	  prematurely.	  	  The	  cultures	  were	  counterstained	  with	  Rhodamine	  phalloidin	  and	  DAPI.	  Rhodamine	  phalloidin	  stains	  for	  F-­‐actin	  and	  was	  applied	  to	  the	  samples	  at	  a	  1:50	  dilution	  in	  PBS	  for	  twenty	  minutes	  at	  room	  temperature.	  The	  samples	  were	  washed	  again	  in	  PBS	  to	  remove	  any	  excess	  RP	  that	  did	  not	  adhere	  to	  the	  samples.	  Finally	  the	  samples	  were	  incubated	  with	  a	  drop	  of	  Vectashield	  mounting	  medium	  with	  DAPI.	  This	  not	  only	  stained	  the	  nuclei,	  but	  also	  kept	  the	  samples	  moist	  until	  they	  were	  imaged	  with	  confocal	  microscopy.	  	  
3. Confocal	  Microscopy	  
	  23 
The	  samples	  were	  imaged	  on	  laser	  scanning	  microscopes	  using	  a	  20x	  objective	  lens	  and	  lasers	  at	  405,	  488,	  and	  560	  nm.	  Negative	  controls	  were	  imaged	  first	  to	  determine	  a	  baseline	  level	  of	  fluorescence.	  Digital	  offset	  levels	  and	  detector	  gains	  were	  set	  with	  the	  negative	  control	  to	  minimize	  background	  fluorescence.	  These	  settings	  were	  applied	  to	  the	  rest	  of	  the	  samples	  imaged.	  The	  digital	  offset	  levels	  and	  detector	  gains	  may	  have	  been	  decreased	  to	  remove	  oversaturation,	  but	  they	  were	  never	  raised	  above	  the	  negative	  control	  setting.	  Thus,	  any	  fluorescence	  in	  the	  images	  represents	  specific	  fluorescence.	  	  The	  tissue	  samples	  were	  tiled	  using	  Multitime	  in	  LSM510	  and	  Zen	  to	  obtain	  a	  larger	  image	  of	  the	  cornea.	  Corneas	  were	  z-­‐stacked	  and	  tiled	  on	  an	  8	  by	  3	  grid	  to	  show	  the	  sclera	  and	  leading	  edge.	  Each	  optical	  slice	  of	  the	  z-­‐stacks	  are	  512	  x	  512	  pixels.	  	  After	  the	  images	  were	  taken,	  they	  were	  analyzed	  with	  FIJI	  (FIJI	  is	  Just	  
ImageJ).	  The	  tiled	  z-­‐stacks	  were	  collapsed	  into	  one	  image	  and	  separated	  into	  sections	  using	  ROIs	  (regions	  of	  interests).	  The	  corrected-­‐total-­‐cell-­‐fluorescence	  (CTCF)	  of	  the	  Cx43	  antibody	  was	  quantified	  within	  each	  ROI.	  CTCF	  measures	  the	  fluorescence	  within	  an	  ROI	  while	  correcting	  for	  any	  background	  florescence.	  The	  formula	  is:	  	  
CTCF	  =	  Fluorescence	  of	  ROI	  –	  (Area	  of	  the	  ROI	  x	  Background	  Fluorescence)	  CTCF	  values	  do	  not	  have	  any	  units.	  A	  value	  of	  zero	  represents	  no	  fluorescence.	  (Conn,	  2013)	  Separate	  epithelial	  and	  stromal	  ROIs	  were	  created	  every	  0.5	  mm	  beginning	  at	  the	  wound	  margin.	  A	  representative	  image	  of	  the	  ROIs	  in	  a	  cornea	  is	  seen	  in	  Figure	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3,	  where	  the	  epithelial	  leading	  edge	  is	  at	  the	  right	  side	  of	  the	  image	  in	  the	  ROI	  marked	  “6.”	  (Figure	  3)	  The	  box	  in	  the	  top	  right-­‐hand	  corner	  of	  Figure	  3	  measures	  the	  background	  fluorescence.	  The	  diagonal	  fluorescent	  streaks	  in	  the	  top	  left-­‐hand	  corner	  of	  the	  image	  are	  artifacts.	  The	  CTCF	  values	  were	  transported	  into	  Excel	  and	  graphed.	  These	  graphs	  can	  be	  found	  in	  the	  results	  section.	  
	  
Figure	  3:	  A	  representative	  image	  of	  ROIs	  in	  FIJI	  (FIJI	  is	  Just	  ImageJ).	  	  	   There	  is	  no	  standard	  error	  for	  any	  of	  the	  comparisons	  or	  calculations	  made	  because	  there	  was	  only	  one	  cornea	  per	  experimental	  condition.	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RESULTS	  	   The	  rat	  corneal	  organ	  culture	  epithelia	  were	  removed	  from	  the	  eye	  with	  the	  scleral	  rim	  and	  limbal	  epithelium	  intact	  to	  enable	  limbal	  cell	  proliferation	  and	  migration	  over	  the	  wound	  bed.	  After	  wounding,	  half	  of	  the	  corneas	  were	  placed	  in	  a	  hypoxic	  chamber	  for	  2.5	  hours,	  5	  hours,	  and	  18	  hours	  to	  investigate	  the	  localization	  and	  expression	  of	  Cx43	  at	  different	  points	  in	  wound	  healing	  in	  a	  low	  oxygen	  environment.	  The	  other	  half	  of	  the	  corneas	  were	  placed	  in	  an	  incubation	  chamber	  with	  normal	  oxygen	  levels	  for	  2.5	  hours,	  5	  hours,	  and	  18	  hours	  to	  investigate	  the	  localization	  and	  expression	  of	  Cx43	  at	  different	  point	  in	  wound	  healing	  in	  a	  normal	  oxygen	  environment.	  The	  2.5-­‐hour	  time	  point	  after	  injury	  shows	  the	  cornea’s	  initial	  response	  to	  both	  wounding	  and	  environmental	  oxygen	  levels.	  The	  5-­‐hour	  time	  point	  shows	  the	  cornea’s	  continued	  response	  to	  environmental	  oxygen	  levels	  after	  wound	  healing	  has	  begun.	  The	  18-­‐hour	  time	  point	  shows	  the	  cornea’s	  continued	  response	  to	  environmental	  oxygen	  levels	  as	  wound	  healing	  is	  reaching	  completion.	  Control	  corneas	  were	  unwounded	  and	  placed	  in	  either	  normoxic	  or	  hypoxic	  conditions	  for	  5	  hours.	  
	  
Connexin	  43	  Expression	  in	  Unwounded	  Corneas	  	  
	   Cx43	  was	  more	  highly	  expressed	  in	  normoxic	  corneas	  than	  in	  hypoxic	  ones.	  In	  both	  corneas,	  however,	  there	  was	  more	  Cx43	  expressed	  in	  the	  epithelium	  than	  the	  stroma.	  (Figure	  4)	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Figure	  4:	  Cx43	  Expression	  in	  Unwounded	  Cornea	  
	  
	  
Connexin	  43	  Expression	  in	  Wounded	  Corneas	  over	  Time	  	  	  	   First,	  Cx43	  expression	  was	  quantified	  in	  an	  unwounded	  epithelium	  and	  at	  2.5	  hours,	  5	  hours,	  and	  18	  hours	  after	  epithelial	  injury	  in	  both	  hypoxia	  and	  normoxia.	  Under	  normoxia,	  Cx43	  dropped	  after	  injury	  and	  remained	  low	  until	  closure.	  There	  was	  a	  slight	  increase	  at	  the	  5-­‐hour	  time	  point,	  but	  it	  is	  hard	  to	  draw	  conclusions	  about	  this	  until	  there	  are	  added	  samples.	  Under	  hypoxia,	  expression	  decreases	  after	  injury	  and	  then	  plateaus	  after	  the	  5-­‐hour	  time	  point.	  As	  mentioned	  in	  the	  methods	  section,	  expression	  of	  Cx43	  is	  measured	  as	  corrected	  total	  cell	  fluorescence	  (CTCF).	  (Figure	  5)	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Figure	  5:	  Cx43	  Expression	  in	  Wounded	  Epithelium.	  	  	   	  Under	  normoxic	  conditions,	  the	  stromal	  Cx43	  fluorescence	  also	  attenuated	  from	  that	  of	  an	  unwounded	  cornea	  at	  the	  2.5-­‐hour	  point,	  increased	  at	  the	  5	  hour	  point,	  and	  then	  increased	  slowly	  at	  18	  hours.	  Similar	  to	  the	  epithelium,	  the	  drop	  in	  Cx43	  expression	  was	  subtler.	  However,	  after	  5	  hours	  there	  was	  a	  large	  increase	  in	  Cx43	  that	  plateaued.	  (Figure	  6)	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Figure	  6:	  Cx43	  Expression	  in	  Stroma	  after	  Epithelium	  Injury.	  	  	   We	  then	  wanted	  to	  see	  if	  the	  expression	  of	  Cx43	  was	  dependent	  on	  distance	  from	  the	  wound	  margin.	  	  To	  visualize	  and	  quantitate	  Cx43	  expression	  at	  different	  points	  throughout	  the	  epithelium	  and	  stroma,	  the	  rat	  corneal	  organ	  cultures	  were	  divided	  into	  eight	  regions	  of	  interests	  (ROIs)	  (four	  epithelial	  and	  four	  stromal)	  and	  fluorescence	  was	  quantified	  within	  each	  ROI.	  Figure	  7	  shows	  a	  representation	  of	  the	  ROI	  distributions	  throughout	  the	  cornea.	  The	  first	  epithelial	  ROI	  begins	  at	  the	  leading	  edge	  and	  extends	  half	  a	  millimeter	  back.	  It	  is	  represented	  as	  box	  1.	  The	  second	  epithelial	  ROI	  spans	  0.5	  mm	  to	  1.0	  mm	  from	  the	  leading	  edge	  and	  is	  represented	  as	  box	  2.	  The	  third	  epithelial	  ROI	  spans	  1.0mm	  to	  1.5	  mm	  from	  the	  leading	  edge	  and	  is	  represented	  as	  box	  3.	  The	  fourth	  epithelial	  ROI	  approaches	  the	  sclera	  and	  spans	  1.5	  mm	  to	  2	  mm	  from	  the	  leading	  edge.	  It	  is	  represented	  as	  box	  4.	  	  (Figure	  7)	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The	  stromal	  sections	  are	  also	  0.5mm	  in	  width	  and	  begin	  beneath	  the	  leading	  edge.	  The	  first	  stromal	  ROI	  is	  represented	  as	  box	  5.	  The	  second	  stromal	  ROI	  is	  represented	  as	  box	  6.	  The	  third	  stromal	  ROI	  is	  represented	  as	  box	  7.	  The	  fourth	  section	  approaches	  the	  sclera	  and	  is	  represented	  as	  box	  8.	  (Figure	  6)	  
	  
Figure	  7.	  ROI	  Sections	  in	  the	  Rat	  Corneal	  Organ	  Culture.	  
	  
Connexin	  43	  Expression	  in	  a	  Wounded	  Cornea	  as	  a	  Function	  of	  Distance	  from	  
the	  Wound	  Margin	  
Epithelium	  	   Two	  and	  a	  half	  hours	  after	  epithelial	  abrasion,	  Cx43	  was	  more	  highly	  expressed	  under	  hypoxic	  conditions	  than	  under	  normoxic	  conditions	  in	  all	  ROIs.	  Under	  normoxic	  conditions,	  there	  was	  no	  expression	  of	  Cx43	  at	  the	  leading	  edge	  (ROI	  1)	  and	  less	  than	  100,000	  units	  of	  flourescence	  in	  all	  other	  ROIs.	  Under	  hypoxic	  conditions	  there	  was	  a	  1.75	  million-­‐fold	  increase	  in	  flourescence	  at	  the	  leading	  edge,	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and	  a	  300,000	  to	  500,000-­‐fold	  increase	  in	  ROIs	  away	  from	  the	  wound	  margin.	  	  (Figure	  8)	  
	  
Figure	  8:	  Cx43	  Expression	  in	  Epithelium	  2.5	  hours	  Post	  Wounding	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By	  five	  hours,	  Cx43	  was	  more	  highly	  expressed	  under	  both	  conditions	  (ROIs	  1,	  2,	  and	  3).	  Relative	  flourescence	  was	  greatest	  in	  ROI	  4,	  farthest	  from	  the	  wound	  margin.	  (Figure	  9)	   	  	  
	  
Figure	  9:	  Cx43	  Expression	  in	  Epithelium	  5	  hours	  Post	  Wounding	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After	  18	  hours,	  Cx43	  was	  similar	  under	  normoxic	  conditions	  (ROIs	  2,	  3,	  and	  4).	  Interestingly,	  at	  wound	  closure	  there	  was	  over	  6	  times	  more	  flourescence	  in	  ROI	  4	  and	  twice	  as	  much	  flourescence	  in	  ROI	  3	  under	  hypoxic	  conditions	  than	  under	  normoxic	  conditions.	  The	  regions	  near	  the	  wound	  margin	  did	  not	  differ.	  (Figure	  10)	  
	  	  
Figure	  10:	  Cx43	  Expression	  in	  Epithelium	  18	  hours	  Post	  Wounding	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Stroma	  	   	  	   After	  2.5	  hours,	  Cx43	  was	  more	  highly	  expressed	  in	  all	  stromal	  ROIs	  (5,	  6,	  7,	  and	  8)	  under	  hypoxic	  conditions	  with	  approximately.	  Each	  ROI	  had	  approximately	  1	  million	  units	  of	  fluorescence.	  No	  fluorescence	  was	  detected	  in	  ROIs	  5,	  6,	  7	  and	  8	  under	  normoxic	  conditions.	  (Figure	  11)	  	  
	  
Figure	  11:	  Cx43	  Expression	  in	  Stroma	  2.5	  hours	  Post	  Wounding	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   5	  hours	  after	  injury	  Cx43	  was	  more	  highly	  expressed	  under	  hypoxic	  conditions	  in	  in	  all	  regions.	  (ROIs	  5,	  6,	  7,	  and	  8)	  The	  increase	  in	  fluorescence	  under	  hypoxic	  conditions	  was	  greatest	  0.5-­‐1	  mm	  away	  from	  the	  wound	  margin.	  (Figure	  12)	  
	  
Figure	  12:	  Cx43	  Expression	  in	  Stroma	  5	  hours	  Post	  Wounding	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   18	  hours	  after	  injury,	  Cx43	  was	  more	  highly	  expressed	  under	  hypoxic	  conditions	  than	  normoxic	  conditions	  away	  from	  the	  wound	  margin.	  (ROIs	  6,	  7,	  and	  8.)	  The	  hypoxic	  stroma	  expressed	  double	  the	  fluorescence	  in	  ROI	  6,	  almost	  double	  the	  fluorescence	  in	  ROI	  7,	  and	  1	  million	  units	  more	  of	  fluorescence	  in	  ROI	  8	  than	  its	  normoxic	  counterpart.	  Under	  hypoxic	  conditions	  Cx43	  was	  expressed	  at	  a	  lower	  level	  than	  under	  normoxic	  conditions	  at	  the	  wound	  margin.	  (Figure	  13)	  	  
	  	  
Figure	  13:	  Cx43	  Expression	  in	  Stroma	  18	  hours	  Post	  Wounding	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DISCUSSION 	   Hypoxia	  downregulates	  the	  expression	  of	  Cx43	  in	  both	  the	  epithelium	  and	  stroma.	  Since	  the	  cornea	  tolerates	  low-­‐oxygen	  environments	  during	  sleep	  and	  contact	  lens	  wear,	  lowered	  Cx43	  expression	  may	  be	  an	  evolved	  coping	  mechanism	  to	  prevent	  hypoxia-­‐induced	  inflammation	  and	  maintain	  proper	  eyesight.	  The	  reduced	  detection	  of	  Cx43	  indicates	  either	  the	  downregulation	  or	  degradation	  of	  Cx43	  and	  subsequent	  internalization	  of	  the	  Cx43	  hemichannels,	  which	  would	  prevent	  communication	  between	  corneal	  cells	  and	  activated	  immune	  cells.	  	  	   The	  change	  in	  epithelial	  Cx43	  expression	  throughout	  the	  normoxic	  wound	  healing	  response	  is	  in	  agreement	  with	  that	  of	  previous	  literature.	  (Matic	  et	  al.,	  2007)	  We	  found	  that	  Cx43	  was	  initially	  down	  regulated	  after	  injury	  (at	  the	  2.5	  hour	  time	  point)	  and	  then	  up	  regulated	  during	  cell	  proliferation	  in	  the	  limbal	  region	  (at	  the	  5	  hour	  time	  point).	  As	  wound	  closure	  occurred	  around	  the	  18-­‐hour	  time	  point,	  it	  was	  expected	  that	  Cx43	  would	  be	  more	  highly	  expressed	  than	  at	  the	  5-­‐hour	  time	  point	  since	  Zieske	  et	  al.	  since	  found	  that	  protein	  synthesis	  is	  was	  greatest	  6	  hours	  before	  wound	  closure.	  (Zieske	  et	  al.,	  1986)	  	   The	  results	  indicate	  that	  hypoxic	  conditions	  maintain	  a	  high	  expression	  of	  Cx43	  throughout	  the	  corneal	  wound	  healing	  response	  and	  follows	  a	  delayed	  pattern	  of	  expression	  compared	  to	  the	  normoxic	  cornea.	  Whereas	  under	  normoxia,	  Cx43	  expression	  was	  maximally	  down	  regulated	  at	  the	  2.5-­‐hour	  time	  point	  while	  under	  hypoxia,	  Cx43	  expression	  did	  not	  reach	  its	  maximum	  downregulation	  until	  the	  5-­‐hour	  time	  point,	  but	  was	  still	  higher	  than	  in	  the	  normoxic	  cornea.	  This	  was	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confirmed	  at	  the	  18-­‐hour	  time	  point	  where	  under	  hypoxia,	  the	  expression	  of	  Cx43	  was	  similar	  to	  the	  normoxic	  expression	  of	  Cx43	  at	  the	  5-­‐hour	  time	  point.	  	  Cx43	  expression	  in	  the	  stroma	  under	  normoxia	  was	  also	  in	  agreement	  with	  previous	  literature.	  (Spanakis	  et	  al.,	  1998;	  Wilson	  et	  al.,	  1997;	  Matic	  et	  al.,	  2007)	  Cx43	  downregulation	  at	  the	  2.5-­‐hour	  time	  point	  was	  expected	  since	  GJIC	  attenuates	  while	  the	  keratocytes	  beneath	  the	  wound	  bed	  undergo	  apoptosis.	  Shortly	  after	  this	  occurs,	  posterior	  keratocytes	  are	  expected	  to	  proliferate	  and	  migrate	  towards	  the	  wound	  margin	  and	  begin	  to	  express	  Cx43,	  as	  seen	  at	  the	  5-­‐hour	  time	  point.	  As	  the	  density	  of	  migrating	  keratocytes	  increases,	  there	  are	  more	  opportunities	  for	  gap	  junctions	  to	  form	  and	  Cx43	  is	  more	  highly	  expressed,	  as	  seen	  at	  the	  18-­‐hour	  time	  point.	  	  	   Under	  hypoxic	  conditions,	  Cx43	  expression	  in	  the	  stroma	  was	  nearly	  three	  times	  higher	  than	  that	  of	  its	  normoxic	  counterpart	  throughout	  the	  wound	  healing	  process.	  This	  could	  suggest	  that	  during	  the	  first	  18	  hours	  after	  injury,	  fewer	  cells	  die,	  fewer	  posterior	  keratocytes	  proliferate	  and	  migrate,	  and	  more	  fibrosis	  occurs.	  (Ehrlich	  and	  Diez,	  2003;	  Mori	  et	  al.,	  2006)	  There	  is	  a	  very	  slight	  decrease	  in	  hypoxic	  Cx43	  expression	  in	  the	  stroma	  at	  18	  hours	  compared	  to	  the	  Cx43	  expression	  at	  5	  hours.	  This	  may	  indicate	  that	  under	  hypoxic	  conditions,	  keratocyte	  apoptosis	  does	  not	  begin	  to	  occur	  until	  around	  18	  hours	  after	  injury.	  	  	   Analysis	  of	  Cx43	  expression	  as	  a	  function	  of	  location	  within	  the	  cornea	  also	  supports	  the	  hypothesis	  that	  hypoxia	  delays	  the	  Cx43	  response	  to	  injury.	  At	  2.5	  hours,	  very	  little	  Cx43	  expression	  was	  detected	  throughout	  the	  normoxic	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epithelium.	  Under	  hypoxic	  conditions,	  however,	  Cx43	  was	  only	  down	  regulated	  at	  the	  leading	  edge.	  This	  suggests	  that	  the	  normoxic	  epithelial	  response	  to	  injury	  begins	  during	  the	  first	  2.5	  hours,	  as	  Cx43	  connexons	  are	  internalized	  first	  at	  the	  leading	  edge	  and	  then	  further	  away	  from	  the	  wound	  margin.	  Under	  hypoxic	  conditions,	  epithelial	  wound	  healing	  also	  starts	  at	  the	  leading	  edge	  but	  does	  not	  begin	  as	  early	  as	  in	  normoxia.	  	   By	  five	  hours,	  Cx43	  expression	  under	  normoxia	  was	  higher	  than	  at	  the	  2.5-­‐hour	  point	  but	  still	  lower	  at	  the	  leading	  edge,	  indicating	  that	  proliferation	  is	  occurring	  away	  from	  the	  wound	  margin.	  At	  five	  hours,	  Cx43	  expression	  under	  hypoxia	  closely	  resembles	  the	  expression	  pattern	  seen	  under	  normoxic	  conditions	  at	  the	  2.5-­‐hour	  time	  point,	  indicating	  that	  the	  hypoxic	  epithelial	  response	  may	  begin	  two	  and	  half	  hours	  later	  than	  the	  normoxic	  epithelial	  response.	  It	  can	  be	  speculated	  by	  the	  pattern	  of	  hypoxic	  Cx43	  expression	  that	  proliferation	  has	  yet	  to	  occur	  at	  this	  time.	  	  	   Under	  normoxic	  conditions,	  Cx43	  expression	  is	  down	  regulated	  again	  at	  18	  hours	  in	  the	  epithelium.	  This	  indicates	  that	  epithelial	  proliferation	  has	  stopped	  and	  the	  cells	  are	  now	  migrating	  over	  the	  wound	  bed.	  Under	  hypoxic	  conditions,	  Cx43	  expression	  is	  up	  regulated	  away	  from	  the	  wound	  margin	  at	  18	  hours,	  indicating	  that	  epithelial	  proliferation	  is	  finally	  occurring.	  	  	   Two	  and	  a	  half	  hours	  after	  injury,	  no	  Cx43	  was	  detected	  throughout	  the	  normoxic	  stroma.	  This	  may	  indicate	  that	  the	  anterior	  keratocytes	  have	  died	  but	  posterior	  keratocytes	  have	  not	  yet	  started	  proliferating.	  Under	  hypoxic	  conditions,	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there	  were	  only	  marginal	  differences	  in	  Cx43	  expression	  throughout	  the	  stroma	  and	  no	  distinct	  pattern,	  indicating	  that	  the	  hypoxic	  stroma	  has	  yet	  to	  begin	  healing.	  	   At	  five	  hours	  after	  injury,	  under	  normoxic	  conditions	  Cx43	  is	  detected	  in	  the	  stroma	  and	  is	  more	  highly	  expressed	  away	  from	  the	  wound	  margin	  than	  under	  the	  leading	  edge.	  This	  suggests	  that	  posterior	  keratocytes	  are	  proliferating	  and	  have	  already	  begun	  to	  migrate	  under	  the	  wound	  bed.	  Under	  hypoxic	  conditions,	  there	  is	  still	  no	  distinct	  pattern	  of	  Cx43	  expression,	  suggesting	  that	  hypoxia	  delays	  the	  migration	  of	  keratocytes	  through	  the	  stroma.	  	   Under	  normoxic	  conditions,	  18	  hours	  after	  injury	  Cx43	  expression	  remains	  lower	  beneath	  the	  leading	  edge	  and	  higher	  away	  from	  the	  wound	  margin	  at	  18	  hours,	  suggesting	  that	  migration	  and	  proliferations	  is	  still	  occurring.	  In	  the	  hypoxic	  stroma,	  Cx43	  expression	  is	  also	  higher	  away	  from	  the	  wound	  margin	  and	  lower	  under	  the	  leading	  edge,	  suggesting	  that	  under	  hypoxic	  conditions,	  the	  stroma	  begins	  healing	  around	  18	  hours	  after	  injury.	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CONCLUSION Under	  hypoxic	  conditions,	  the	  expression	  of	  Cx43	  in	  wound	  healing	  was	  enhanced	  and	  its	  altered	  expression	  highly	  suggests	  its	  role	  in	  the	  retarded	  rate	  of	  wound	  healing	  in	  low	  oxygen	  environments.	  Diabetics	  also	  have	  a	  heightened	  expression	  of	  Cx43	  and	  slower	  rates	  of	  wound	  healing.	  Treatment	  with	  Cx43	  AS	  ODN	  increased	  the	  rate	  of	  wound	  healing,	  and	  under	  hypoxic	  conditions	  this	  may	  also	  be	  a	  possible	  course	  of	  treatment.	  (Wang	  et	  al.,	  2007)	  However,	  since	  Cx43	  is	  associated	  with	  oxygen	  uptake,	  down	  regulating	  with	  AS	  ODN	  may	  or	  may	  not	  be	  more	  harmful	  to	  wounded	  tissue	  under	  hypoxic	  conditions.	  	  Future	  research	  should	  look	  at	  the	  phosphorylation	  pattern	  of	  Cx43	  under	  hypoxic	  conditions	  as	  post-­‐translational	  modification	  could	  be	  a	  cause	  for	  the	  over	  expression	  and	  delayed	  pattern	  of	  Cx43	  in	  healing.	  Altering	  biochemical	  cascades	  that	  phosphorylate	  or	  dephosphorylate	  Cx43	  on	  the	  plasma	  membrane	  may	  improve	  the	  rate	  of	  healing	  without	  affecting	  oxygen	  uptake.	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EDUCATION	  
	  
Rush	  Medical	  College	  –	  Chicago,	  Illinois	  Cumulative	  GPA:	  N/A,	  will	  matriculate	  Fall	  2014	  
Medical	  Doctorate,	  anticipated	  May	  2018	  
	  
Boston	  University	  School	  of	  Medicine,	  School	  of	  Graduate	  Medical	  Sciences	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Cumulative	  GPA:	  3.49/4.0	  
Masters	  of	  Arts,	  Medical	  Sciences,	  anticipated	  May	  2014	  	  
Northwestern	  University	  -­‐	  Evanston,	  Illinois	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Cumulative	  GPA:	  3.25/4.0	  
Bachelor	  of	  Science	  in	  Anthropology	  with	  Honors,	  August	  2012	  	  
L’Institut	  d’Etudes	  Politiques	  de	  Paris	  -­‐	  Paris,	  France	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  GPA:	  3.8/4.0	  
Fall	  2010	  Study	  Abroad	  Program	  focused	  on	  Public	  Health	  Initiatives	  and	  Policies	  in	  the	  
European	  Union	  
	  
	  
RESEARCH	  EXPERIENCE	  
	  
Research	  Assistant	  –	  Massachusetts	  Lions	  Eye	  Research	  Laboratory,	  Boston	  
University	  Medical	  Center	  (September	  2013-­‐Present)	  
• 	  	  	  Performed	  research	  20	  hours	  a	  week	  	  
• 	  	  	  Learned	  cell	  culture,	  immunohistochemistry	  staining,	  and	  polymerase	  chain	  reaction	  laboratory	  techniques.	  	  
• 	  	  	  Collected	  data	  that	  was	  used	  to	  formulate	  my	  Master’s	  Thesis	  titled	  “The	  Role	  of	  Hypoxia	  in	  Expression	  and	  Localization	  of	  Connexin	  43”	  
	  
Presenter	  -­‐	  Northwestern	  University	  Undergraduate	  Research	  Symposium	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (May	  2012)	  
• 	  	  	  Orally	  presented	  my	  Senior	  Honors	  Thesis,	  “The	  Effects	  of	  Gender	  on	  Growth	  Trajectories	  and	  its	  Relationship	  to	  Cognitive	  Development	  among	  Filipino	  Children:	  A	  Non-­‐Interventional	  Longitudinal	  Study	  in	  Cebu,	  Philippines”	  
	  
Student	  -­‐	  Anthropology	  399:	  Independent	  Study	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(Winter	  2012)	  
• Gained	  practical	  research	  experience	  working	  in	  Northwestern’s	  Energetics	  and	  Human	  Biology	  Laboratory	  
• Learned	  to	  form	  a	  specific	  research	  question,	  then	  generate	  and	  test	  hypotheses	  
• Worked	  with	  data	  collected	  through	  the	  Cebu	  Longitudinal	  Health	  and	  Nutrition	  Survey	  to	  produce	  Senior	  Honors	  Thesis	  
	  
Student	  -­‐	  Anthropology	  386:	  Research	  Methods	  in	  Human	  Biology	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (Spring	  2011)	  
• Focused	  on	  ethical	  and	  practical	  forms	  of	  performing	  biological	  and	  medical	  research	  on	  humans	  
• Learned	  methods	  to	  obtain	  anthropometric	  data,	  perform	  nutrition	  recalls,	  safely	  draw	  blood,	  and	  formulate	  effective,	  non-­‐biased	  surveys	  
Research	  Assistant	  -­‐	  World	  Health	  Organization,	  Geneva,	  Switzerland	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (November	  2010)	  
• Sorted	  data	  collected	  in	  South	  Africa	  about	  gender	  roles	  and	  access	  to	  HIV/AIDS	  medication	  
• Collaborated	  with	  four	  research	  assistants	  to	  produce	  a	  paper	  comparing	  on	  gender	  health	  inequalities	  in	  developed	  and	  developing	  countries,	  specifically	  the	  United	  States	  and	  South	  Africa	  	  
	  
Research	  Assistant	  -­‐	  Sciences	  Po,	  Paris,	  France	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (September-­‐October	  2010)	  
• Analyzed	  the	  European	  socialist	  health	  care	  system	  
• Hypothesized	  why	  homeless	  people	  in	  France	  were	  unable	  to	  access	  care	  despite	  universal	  health	  care	  policies	  	  
	  
LEADERSHIP	  EXPERIENCE	  	  
Volunteer	  Teacher	  -­‐	  Rosie’s	  Place	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (March	  2013-­‐Current)	  
• Lead	  classes	  teaching	  immigrant	  women	  how	  to	  speak,	  read,	  and	  write	  English	  
• Create	  lesson	  plans	  pertaining	  to	  real-­‐life	  and	  daily	  experiences	  in	  Boston	  	  
Executive	  Chair	  -­‐	  Northwestern	  Homecoming	  Executive	  Board	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (January	  2011-­‐January	  2012)	  	  
• Supervised	  an	  executive	  board	  of	  15	  members	  overseeing	  committees	  	  
• Coordinated	  and	  planned	  on-­‐campus	  student	  activities	  that	  engaged	  6,000	  undergraduate	  students	  during	  Northwestern	  University	  Homecoming	  2011	  
• Raised	  over	  $3,000	  in	  alumni	  support	  for	  student	  activities	  on	  campus	  	  
	  
	  54 
Coachee	  -­‐	  Northwestern	  University	  Leadership	  Coaching	  Program	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (March-­‐June	  2011)	  
• Was	  selected	  from	  a	  large	  pool	  of	  applicants	  to	  work	  one-­‐on-­‐one	  with	  a	  leadership	  coach	  and	  enhance	  my	  potential	  as	  a	  leader	  
• Developed	  the	  skills	  necessary	  to	  become	  a	  great	  leader	  
• Became	  confident	  in	  my	  ability	  to	  lead	  and	  in	  my	  leadership	  qualities	  	  
	  
President	  -­‐	  Tikkun	  Olam	  Task	  Force,	  Northwestern	  University	  Hillel	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (March	  2009-­‐June	  2012)	  	  
• Founded	  a	  community	  service	  organization	  to	  improve	  the	  lives	  of	  food-­‐insecure	  Chicagoland	  citizens	  through	  student	  volunteerism	  and	  local	  community	  involvement	  	  
• Volunteered	  in	  homeless	  shelters	  and	  soup	  kitchens	  throughout	  Chicago	  twice	  a	  month	  
	  
	  
VOLUNTEER	  EXPERIENCE	  
	  
Volunteer	  -­‐	  Northwestern	  Memorial	  Hospital	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  	  	  	  (February	  2012-­‐August	  2012)	  
• Shadowed	  physicians	  in	  various	  medical	  sub-­‐fields,	  including	  Allergy/Immunology,	  Hematology/Oncology,	  Maternal-­‐Fetal	  Medicine,	  and	  Neurological	  Surgery	  
• Interviewed	  patients	  to	  acquire	  data	  on	  patient	  satisfaction	  	  
	  
Intern	  -­‐	  Searle	  Health	  Services,	  Northwestern	  University	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (September	  2009-­‐June	  2012)	  
• Advocated	  the	  importance	  of	  flu	  shots	  and	  promoted	  awareness	  about	  Counseling	  and	  Psychological	  Services	  	  
• Collaborated	  with	  a	  team	  of	  9	  students,	  professors,	  and	  mental	  health	  specialists	  to	  remove	  the	  stigma	  of	  mental	  health	  disorders	  on	  campus	  through	  informational	  sessions,	  panels,	  and	  classes	  each	  quarter	  
	  
Volunteer	  -­‐	  Alternative	  Student	  Break	  Trip	  to	  Cuba	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (January-­‐March	  2010)	  
• Raised	  funds	  to	  provide	  sustainable	  health	  care	  clinics	  in	  Cuba	  
• Collected	  travel-­‐sized	  health	  care	  items	  and	  trial	  prescription	  drugs	  for	  donation	  to	  a	  pharmacy	  in	  Havana	  
• Volunteered	  in	  the	  Patronato	  Farmacia	  to	  package	  and	  dispense	  drugs	  to	  Havana	  residents	  
• Made	  home	  visits	  with	  nurses	  to	  deliver	  and	  administer	  medications	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Volunteer	  Counselor	  -­‐	  Camp	  Rainbow	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (June	  2007)	  
• Supervised	  children	  with	  serious	  illnesses	  for	  one	  week	  at	  a	  sleep-­‐away	  camp	  
• Created	  a	  safe	  and	  exciting	  environment	  for	  campers,	  where	  being	  sick	  was	  not	  a	  main	  focus	  
• Worked	  with	  pediatric	  oncologists,	  neurologists,	  and	  hematologists	  to	  provide	  health	  care	  for	  campers	  
• Learned	  how	  to	  relate	  to	  children	  with	  serious	  illnesses;	  gained	  knowledge	  about	  administering	  treatments	  including	  chemotherapy	  and	  radiation	  	  
WORK	  EXPERIENCE	  
	  
Physiology	  Tutor	  	  -­‐	  Henry	  M.	  Goldman	  School	  of	  Dental	  Medicine	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (September	  2013-­‐Present)	  
• Tutor	  first	  year	  dental	  students	  in	  physiology	  
• Work	  with	  students	  to	  construct	  study	  plans	  	  
• Help	  students	  master	  challenging	  scientific	  information	  
	  
Laboratory	  Instructor	  –	  CityLab	  SummerLab	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (July	  2013-­‐August	  2013)	  
• Taught	  basic	  science	  laboratory	  techniques	  at	  a	  summer	  program	  for	  high	  school	  students	  through	  Boston	  University	  School	  of	  Medicine	  
• Helped	  students	  safely	  perform	  laboratory	  procedures	  	  
• Educated	  students	  about	  biotechnology	  and	  biomedical	  research	  
	  
Teaching	  Assistant	  -­‐	  Philosophy	  269:	  Bioethics,	  Northwestern	  University	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (Summer	  2012)	  
• Led	  discussion	  sections	  and	  held	  office	  hours	  for	  Bioethics	  students	  
• Helped	  professors	  plan	  curricula	  and	  readings	  
• Graded	  tests	  and	  papers	  	  
Resident	  Assistant	  -­‐	  Northwestern	  University	  College	  Preparatory	  Program	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (Summer	  2011,	  2012)	  
• Lived	  in	  a	  dorm	  with	  international	  high	  school	  students	  taking	  summer	  classes	  at	  Northwestern	  
• Planned	  excursions	  in	  downtown	  Chicago	  
• Organized	  in-­‐dorm	  activities	  	  
HONORS	  	  Senior	  Woman	  in	  Leadership	  Award,	  Northwestern	  University,	  Spring	  2012	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Northwestern	  University	  Dean’s	  List	  -­‐	  Fall	  2010,	  Fall	  2011,	  Winter	  2012,	  Spring	  2012,	  Summer	  2012	  Maimonides	  Jewish	  Leaders	  Fellowship	  -­‐	  Winter	  2009	  Illinois	  State	  Scholar	  -­‐	  2008	  
	  
ACTIVITIES	  
	  
Alumna-­‐	  Pi	  Beta	  Phi	  Fraternity,	  Illinois	  Epsilon	  Chapter	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (Active	  Member:	  January	  2009-­‐June	  2012)	  
Committee	  Member	  and	  Dancer	  -­‐	  Northwestern	  University	  Dance	  Marathon	  	  	  	  	  	  	  	  (March	  2009,	  2010,	  2011,	  2012)	  
Violist	  -­‐	  Northwestern	  University	  Philharmonia	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (September	  2008-­‐June	  2010)	  	  
SKILLS	  Computer:	  Proficient	  in	  Microsoft	  Word,	  Excel,	  PowerPoint,	  and	  Stata	  10	  I/IC	  Languages:	  Native	  English,	  Conversational	  French,	  Beginner	  Spanish	  	  
	  
